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Biyoteknolojide Kullanılması
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Özet: Tıbbi, endüstriyel ve zirai açıdan önemli olan çeşitli viral, bakteriyal, bitkisel ve hayvansal
proteinlerin, değişik özelliklerdeki ekspresyon vektörleri aracılığı ile sentezlenmeleri biyoteknolojide
büyük öneme sahiptir. Baculovirusler, moleküler biyoloji çalışmalarında iyi bir model olmaları, zirai
mücadelede zararlı böceklere karşı kullanılmaları ve son zamanlarda DNA’larından önemli proteinlerin
üretilmesinde ekspresyon vektörü olarak yararlanılmalarından dolayı biyoteknolojide yeni bir dönem
başlatmıştır. İlaç, toksin ve besin maddesi gibi çeşitli ürünleri kodlayan ilgili yabancı genler, özellikle
hücre kültüründe baculoviruslerin replikasyonu için zorunlu olmayan viral genler yerine klonlanarak,
oldukça fazla miktarda üretilmektedirler. Diğer vektörlere göre baculovirus ekspresyon vektör
sisteminin sahip olduğu üstünlükler ve avantajlar, bunları biyoteknolojinin önemli bir çalışma sahası
haline getirmiştir. Pekçok bilim adamı tarafından halen devam ettirilmekte olan, baculoviruslerin daha
etkili bir ekspresyon vektörü haline getirilme ve virüs replikasyonunun moleküler mekanizmalarının
anlaşılması çalışmaları, bunların gelecekte biyoteknolojinin daha önemli bir materyali olmalarına
yardımcı olcaktır.
Anahtar Sözcükler : Baculovirus, ekspresyon vektörü, biyoteknoloji

Use of Baculovirus as Expression Vector in Biotechnology
Abstract: Variuos viral, bacterial, plant and animal proteins which are important for medicinal,
industrial and agricultural aspects, have been synhesized via expression vector systems have great
importance in biotechnology. Baculoviruses, used as a good model system in molecular biology
studies, a biological control agent in agriculture and an expression vector for synthesis of important
proteins, opened up a significant period for recombinant DNA technology and protein production.
Desired foreign genes, code for various products such as drug, toxin and nutrient substances, can be
replaced with viral genes which are not essasial for replication of baculovirus in cell culture. Priority
and advantages of baculoviruses, compare to other expression vectors, made them an important area
of biotehnology. However, the continuing studies to develop more effective expression vector and to
understand the molecular mechhanism of virus replication will make baculoviruses more signigicant
material of biotechnology in the future.
Key Words: Baculovirus, expression vector, biotechnology

Giriş
Bilim adamları, dünyada hızla artan hastalıklara karşı kullanılacak ilaçların bulunması ve
geliştirilmesinde, besin maddesi olarak ihtiyaç duyulan bazı proteinlerin üretilmesinde ve çe249
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şitli genlerin moleküler düzeyde tanımlanmalarında, günümüzde oldukça geçerli olan ve etkili
sonuçların alındığı biyoteknolojik çalışmalara başvurmaktadırlar. Bu alanda yapılan çalışmalarda, özellikle baculavirus ekspresyon vektör sistemi (BEVS)'nin kullanılması ile yeryüzünde baş gösteren ve insanlığı olumsuz yönde etkileyen birçok hastalığa karşı tedavi
amacıyla kullanılan çeşitli proteinlerin üretilmesiyle, ilaç hammaddesi eksikliklerinin giderilmesinde (1) ve çeşitli organizmalara ait genlerin tanımlanmasında önemli aşamalar kaydedilmiştir (2).
Baculovirusler, genomları prokaryotik ve ökaryotik organizmalardan daha küçük olmalarına rağmen, gen yapı ve düzeyleri bakımından bu organizmaların genomlarına kısmen
benzerlik gösterdiklerinden, moleküler biyoloji ve rekombinant DNA çalışmaları için iyi bir
model oluşturmaktadırlar (3, 4). Ayrıca, zirai mücadelede zararlı böceklere karşı bir biyolojik kontrol ajanı olarak da kullanılmaktadırlar. Diğer taraftan bu virüsler, tıbbi ve endüstriyel açıdan önemli olan çeşitli prokaryotik (5, 6, 7), ökaryotik (8, 9), viral (10, 11) ve
fungal (12) genlerin BEVS’nde ifadeleri mümkün olduğu için, biyoteknolojide büyük bir
öneme sahiptirler (2, 13, 14). BEVS’i, günümüzde dünyanın çeşitli yerlerinde, birçok temel
araştırma laboratuvarında kullanılmaktadır (15).
Bu derleme makalede, günümüzde kullanılmakta olan çeşitli ekspresyon vektörlerinin
genel özellikleri, baculovirusün biyolojisi ve ekspresyon vektörü haline dönüştürülmesi konuları üzerinde durularak, baculavirus ekspresyon vektör sisteminin üstünlükleri hakkında
bilgiler verilecektir.
Ekspresyon Vektörlerinin Genel Özellikleri
Uygulamalı gen teknolojisinin önemli hedeflerinden biri, rekombinant DNA moleküllerinden istenilen proteinlerin, istenilen oranda üretilmesidir. Böylece, ilgi duyulan gen
veya gen gruplarının ürüne dönüştürülebilmesi için genler, transfer vektörü olarak adlandırılan taşıyıcı moleküller aracılığıyla, proteine dönüştürülebilmelerini sağlayacak olan ekspresyon vektörlerine aktarılırlar. Transfer vektörleri özel olarak düzenlenirler. Bunlar klonlama, transfer ve rekombinant DNA’nın çoğaltılması için çeşitli özelliklere sahiptirler. Bir
transfer vektörünün görevini yerine getirebilmesi için içermesi gereken özellikler aşağıdaki
gibi sıralanabilir:
- Vektör DNA’sında, özgün bir baz dizisinden meydana gelen, DNA replikasyonunun başlamasında rol alan tüm enzimlerin tanıyıp bağlanabildiği ve vektörün konak içerisinde çoğalmasını sağlayan, yaklaşık 500 bp uzunluğunda bir “promotör” bulunmalıdır.
- Vektörler, vektörün veya rekombinant DNA’nın tanınmasını sağlayan bazı işaret (marker gen)'lere sahip olmalıdırlar. Bunlar, çeşitli antibiyotiklere dirençlilik sağlayan bir gen olabileceği gibi, bazı amino asit ve şekerleri metabolize edebilen oksotrofik bir özellik de olabilir.
- Vektörlerde, yabancı DNA’ların klonlanmasında kolaylık sağlayan, çok sayıda ve özel
restriksiyon endonükleaz kesme noktaları olmalıdır.
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- Vektör DNA’sı, klonlanmış DNA’nın gen ifadesi için uygun kontrol elementlerini, promotörleri ve ribozom bağlanma bölgelerini içermelidir.
- Vektörün baz sırasının bilinmesi de işaret geninin, restriksiyon endonükleazların ve
diğer ilgi duyulan elementlerin yerlerinin tam olarak tespit edilmesi ve uygun bir bilgisayar
programıyla analiz edilebilmesi için önemlidir.
Bunlara ilave olarak, ekspresyon vektörünün oluşturulabilmesi için, transfer vektörüyle
yabani tip virüs arasında özgün rekombinasyonu sağlayacak homolog bölgelerin olması gerekir. Böyle bir rekombinasyon sonucunda oluşacak rekombinant, ekspresyon vektörü olarak
kullanılır. Ekspresyon vektörlerinin de yukarıda sayılan özelliklerin çoğuna sahip olmaları gerekir. Oluşturulan ekspresyon vektörünün biyolojik aktiviteye sahip protein üretebilmesi için
uygun konak içerisinde bulunması gerekir.
DNA moleküllerinin hücrelere verilmesi çeşitli yöntemler ile olur (1). Bunların bazıları,
DNA’nın transfeksiyonu ve direkt olarak mikroenjeksiyonudur. Transfeksiyon çok genel üç
transfer yöntemiyle yapılır. Bu yöntemler, alıcı hücrelerin DNA’yı kolaylıkla alabilmesi için
transfeksiyon karışımına DEAE-dextran veya kalsiyum fosfat ilave edildiği ve karışımın geçici
bir süre elektriğe maruz bırakıldığı yöntemlerdir.
Kullanılmakta Olan Bazı Ekspresyon Vektörleri
Günümüzde, gen klonlamak amacıyla mikroorganizmalar arasından çok sayıda ve çeşitte
ekspresyon vektörleri geliştirilerek, biyoteknolojide kullanılmaktadır. Bu vektörler amaca
uygun ve bilinçli olarak seçilmelidirler. Özellikle resktriksiyon haritalarının, baz sıralarının,
gen işlevlerinin, hücre içi replikasyon basamaklarının, özgün işaret genlerinin ve diğer özelliklerin çok iyi bilinmesi ve tanınması klonlamanın başarılı olması için oldukça önemlidir. Gen
ifadesinde bakteriyal, plazmid, faj, viral ve Maya Yapay Kromozomu (YAC) gibi çeşitli vektörler kullanılmaktadır (16).
Yabancı genlerin klonlamasında virüs ve plazmidler kadar yoğun kullanım alanı bulunmamasına rağmen, bakteriyal vektörler son yıllarda bazı genleri bakteri genomlarına
klonlamada başarılı bir şekilde kullanılmıştır (16). Bakterilerde bulunan ve bakteriyal genoma dahil olmayan, çift zincir yuvarlak DNA molekülleri olan çeşitli plazmidler ekspresyon
vektörü olarak geliştirilip kullanılmaktadırlar (17). Plazmidler, özellikle moleküler ağırlıklarının küçük olmalarından ve hücrelerde bağımsız olarak çoğalmalarından dolayı yabancı
genlerin ifadesinde iyi sonuçlar verirler. Bunlar, moleküler tekniklerin uygulanmasıyla amaca
uygun olarak geliştirilip kullanılmaktadırlar (18, 19).
Çeşitli faj DNA’ları da gen transferinde bir aracı molekül olarak kullanılmaktadır (20,
21). Ekspresyon vektörü olarak kullanılan bakteriyofajlar, genellikle bakterilerde üreyen litik
bakteri virüsleridirler. Fajlar arasında vektör amacıyla en yaygın olarak kullanılanlar Escherichia coli’ye ait lambda, M13, ayrıca, fajmid ve kozmidlerdir (16).

251

Baculovirus’ün Ekspresyon Vektörü Olarak Biyoteknolojide Kullanılması

DNA’ların daha etkili bir biçimde hücrelere verilmesi çalışmaları, yabancı DNA’ların yüksek
verimlilikle transfer edildiği viral vektörler üzerinde yoğunlaşmıştır (18). Bunun için kullanılan ilk vektörün yapılmasında maymun tümör virüsü olan SV40'tan yararlanılmıştır (22).
SV40'ın sadece maymun hücrelerini enfekte edebilmesi, küçük DNA molekülleri taşıması ve
genomlarında yeniden düzenlenme ve delesyon olaylarının sıkça görülmesi, bunun kullanımlarını sınırlandırmaktadır (18). Daha sonra, olumsuz özelliklerin nispeten gözardı edilebildiği bir vektör olan vaccinia vektörü geliştirilmiştir (23). Vaccinia virüs genleri sitoplazmada ifade edilmektedir. Yabancı genler, plazmidlere klonlama işlemi gibi normal
klonlama yöntemleriyle klonlama yerine hücre içerisinde uzun ve hassas bir işlem olan rekombinasyon ile klonlanırlar. Adenovirüsler de ekspresyon vektörü olarak geliştirilip kullanılmaktadırlar (24). Bu virüslerden, yardımcı virüslere bağımlı olmayanları vektör olarak
gen aktarımında ve genlerin ifadesinde denenmiştir. Adenovirüs vektörleri, E3 geni-çıkarılmış
vektörler olarak çalışılmıştır (25, 26). E3 gen ürünü, yabani virüs için gerekli değildir. Dolayısıyla E3 geni çıkarılıp, yerine ekzogen DNA sıralarının yerleştirilmesiyle büyük miktarda
yabancı protein üretilebilmektedir (27, 28). Adenovirüs vektörlerinin asıl avantajı, geniş bir
hücre kültürü konağında çok yüksek verimlilikle gen transferi yapabilme özelliğidir. Diğer
taraftan, retrovirüsler de gen transferi için iyi verim alınan ekspresyon vektörü olarak geliştirilip biyoteknolojide kullanılmaktadırlar (29). Bu virüsler hücreye girdiklerinde, sahip oldukları “reverse transkriptaz” enzimiyle RNA’larını DNA’ya dönüştürmekte ve konak hücrenin genomuna entegre olmaktadırlar. Esas itibariyle retrovirüs vektörleri, ilgili gen veya
genlerin paketleme sıraları ve transkripsiyon birimi olan 5' ve 3' uzun uç tekrarları (LTRs)
içerirler (30, 31, 32). Bunlardan başka retrovirüsler, zarf proteini (env), RNA’ya bağımlı
DNA polimeraz (pol) ve grup antijenleri (gag) gibi proteinleri kodlayan genleri de içerirler.
Yabancı genler, gag ve env gibi gen bölgelerine yerleştirilir ve yardımcı virüs içeren hücreler
enfekte edilir. Retrovirüs vektörlerinin asıl avantajı, hücre genomuna entegre olmaları ve bu
yüzden uzun süreli protein üretimini gerçekleştirmeleridir.
YAC vektörleri, maya hücrelerine gen transferinde kullanılır ve bunlar aracılığıyla büyük
DNA parçaları (100 kbp’den fazla) transfer edilebilir. Bu vektörler yardımıyla bir nematod
olan Caenorhabditis elegans’ın tüm genomu mayaya transfer edilerek ifade edilmiştir (16).
Baculovirus ekspresyon vektör sistemi, yukarıda bahsedilen vektörlere göre önemli üstünlüklere sahiptir ve tıbbi, zirai ve endüstriyel açıdan önemli çeşitli proteinlerin üretilmesinde günümüzde yaygın olarak kullanılmaktadır.
Baculoviruslerin Biyolojisi
Baculovirusler, 25 x 250 nm büyüklüğünde olup, 90-200 kbp, yuvarlak-kapalı, çift zincir, süpersarmal DNA ihtiva ederler (33). Virüs DNA’sı, hücre zarı benzeri ve karmaşık yapıya sahip bir zarf tarafından çevrili nükleokapsid içine paketlenmiştir (34).
Hücre içi virüsler, polihedra veya granula olarak adlandırılan proteinsi yapılar içerisine
gömülürler (3). Baculovirus familyası, inklüzyon yapıların şekillerine göre Nüklear polihedrosis virüs ve Granulosis virüs olmak üzere iki alt cinse ayrılır.
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Autographa californica nüklear polihedrozis virüs (AcNPV), nüklear polihedrozis virüs cinsine ait olup, en çok çalışılan örnek bir baculovirus tipidir (3, 13). Bu nedenle, bu derlemede baculovirus biyolojisi hakkındaki genel bilgiler AcNPV ile sınırlandırılmıştır (Şekil 1).
Nüklear polihedrozis virüsler, 1-18 nükleokapsidin bir zarf içine gömülmesiyle oluşur. Daha
sonra, bu zarfa sahip virüsler (virionlar), polihedrin (28 kDa) olarak adlandırılan tek bir
proteinden oluşmuş polihedral inklüzyon yapı (PIB) adındaki kristal benzeri cisimler içerisine
gömülürler.
AcNPV’nin replikasyon çemberi iki safha halinde meydana gelir. Birinci safhada, nükleus
içerisinde nükleokapsidler oluşur. Silindir şeklindeki bu nükleokapsidler, kapsid denilen tüp
benzeri yapı içerisinde DNA’yı içerirler (24). Oluşan nükleokapsidler nükleus kanallarından
geçerek sitoplazmaya ulaşır ve sonra, tomurcuklanma yöntemiyle hücre zarından zarf kazanarak hücreden ayrılırlar. Bu zarflı virüsler (hücre dışı virüsler, BV) in vitro şartlarda,
hücreler arasında enfeksiyon yapma özelliğine sahip, çomak şeklinde virüs formlarıdır.
İkinci safhada ise nükleus içerisinde üretilen nükleokapsidlerin bir kısmı de novo yöntemiyle zarf kazandıktan sonra, küp şeklindeki protein yapılar içerisine gömülerek PIB’leri
oluştururlar. AcNPV’ye ait PIB’lerin büyüklükleri 0.5-15 µm arasındadır ve bunlar genel olarak protein matriks ve zarf yapılarından oluşur. PIB’ler, doğada virüs enfeksiyonunun larvadan larvaya taşınmasında rol oynayan virüs parçacıklarıdır (35). Bunlar in vitro enfeksiyon
için gerekli değildir.
AcNPV’nin yapısal özellikleri ayrıntılı olarak incelenmiştir. DNA’sının moleküler ağırlığı tespit edilmiş (36) ve fiziki haritası çıkartılmıştır. (37). Ayrıca, toplam genomuna ait nükleik
asit sırası tayin edilmiş (38, 39), birçok gene karşılık gelen DNA zincirleri belirlenerek (40,
41, 42) pekçok genin işlevi aydınlatılmıştır (38).

Şekil 1.
Nükleokapsid

Baculovirus’ün
replikasyon
şeması.

Gömülü virüs
Nükleus

İn vitro

Hücre zarı
Hücre içi virüs
Tomurcuklanma

Polihedral inklüzyon yapı
(PIB)
Hücre dışı virüs (BV)

İn vivo
Larva
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Bu güne kadar SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yöntemiyle yapılan çalışmalarda, AcNPV’ye ait proteinler yeterince aydınlatılmıştır. Translasyon ürünlerinin enfeksiyondan sonra 2-60 saatleri arasında sentezlendikleri tespit edilmiştir. AcNPV gen ifadesinin basamaklı bir şekilde meydana geldiği ve bu genlerin ürünlerinin farklı zamanlarda
ortaya çıktıkları da belirlenmiştir. Son yıllarda metabolik inhibitörler, sıcaklığa duyarlı mutantlar ve transient gen ifadesi yöntemleri kullanılarak yapılan çalışmalarla, baculoviruslerin
en erken (α), erken (β), geç (γ) ve en geç (σ) olmak üzere, oldukça iyi ayırt edilebilen 4
gen ifadesi sınıfına sahip olduğu tespit edilmiştir (43). En erken grubu genler, enfeksiyondan yaklaşık 2 saat sonra ifade edilir ve konak faktörlerine ihtiyaç duyarlar. Ürünleri enfeksiyondan 5 saat sonra görülmeye başlayan erken grubu genler, en erken grubu
genlerin ürünlerine ihtiyaç duyarlar (44). Bu iki gruba ait genlerin ifadelerinin DNA replikasyonundan önce gerçekleştiği bilinmektedir (45). Enfeksiyondan yaklaşık 8 saat sonra
sentezlenmeye başlayan geç grubu genlerin sentezlenmesi, projeni (yavru) virüs DNA’sının
sentezlendiğini ve hücre dışı virüslerin meydana gelmeye başladığını gösterir (46). On sekiz
saatlik virüs enfeksiyonunu takiben ifade edilmeye başlayan en geç grubu genlerin sentezlenmesiyle, inklüzyon yapılarını oluşturan polihedrin ve enfekte olmuş hücrelerin nükleuslarında ipliksi yapıların oluşumunu sağlayan ve virüs replikasyonunda zorunlu olmadığı
bilinen p10 proteinleri sentezlenir (47).
Baculovirus Ekspresyon Vektör Sistemi
Baculovirus’ün ekspresyon vektör sistemi olarak kullanılmasınının en önemli üstünlüğü,
polihedral inklüzyon yapı matriks proteini (polihedrin, 28-30 kDa) ve p10 proteinlerini kodlayan genlerden (polh ve p10) gelmektedir. Bunlar, enfekte olmuş hücrelerde virüs replikasyon siklusunun en geç safhasında fazla miktarda üretilirler (48). Polihedrin proteinine,
virüs partiküllerini doğada konaklar arasında koruyan inklüzyon yapıların oluşumunda veya
virüs partiküllerinin polihedrin içerisine paketlenmesinde ihtiyaç duyulur. Polihedraya, böceklerin ağız yoluyla enfeksiyonunda ihtiyaç duyulmasına rağmen, in vivo virüs replikasyonunda ihtiyaç duyulmaz (49, 50). Bu nedenle söz konusu genlerin (polh ve p10)
kodlayan bölgeleri çıkarılıp, yerlerine yabancı genlerin yerleştirilerek baculovirus ekspresyon
vektörleri geliştirilmekte (49) ve bu vektörler çeşitli yabancı genlerin geniş miktarda ifade
edilmesinde kullanılmaktadır (2, 51).
Baculoviruslerin ekspresyon vektörü olarak kullanılmalarına ait ilk çalışmalar, Smith ve
ark. (49) ve Pennock ve ark. (52) tarafından, Autographa californica nüklear polihedrozis
virüs kullanılarak Spodoptera frugiperda hücrelerinde β-interferon’u ve β-galaktozidaz’ı üretmeleriyle ilgili yapılan yayınlardır. Maede ve ark. (53) ipek böceğinde Bombyx mori nüklear
polihedrozis virüsü kullanarak β-interferonunu sentezlediler. Sonraki yıllarda BEVS’i kullanılarak tıbbi, ekonomik ve endüstriyel öneme sahip viral (54, 55, 56, 57, 58, 59), fungal
(60), bakteriyal (7, 61), bitkisel (62, 63) ve hayvansal (64, 65, 66) orjinli çeşitli rekombinant proteinler bol miktarda üretildiler. Günümüzde ise özellikle tıbbi alanda yapılan
çalışmalarla çeşitli hastalıklara karşı yeni antijenler (67), büyüme faktörleri (68, 69, 70) ve
kinazlar (71, 72) üretilip, yaygın olarak kullanılmaktadırlar. Geliştirilen yeni ilaçlarla birlikte
yeni tedavi yöntemleri de ortaya çıkarılmıştır. Bunların sonucunda, başta rekombinant ve
254

Z. DEMİRBAĞ, A.O. BELDÜZ, İ. DEMİR

sentetik olmak üzere birçok yeni aşı bulunmuştur. Yine bu alanda yapılan çalışmalar sayesinde immünoglobulinler (73), insülin (74), interferon (75) ve interlökin gibi proteinler
bol miktarda üretilmiştir. Endüstriyel öneme sahip çeşitli bitkisel proteinler de bu sistemde
yaygın olarak sentezlenmektedirler (62, 63). Ayrıca, zirai mücadelede zararlı böceklere karşı
etkili olan bazı toksik özelliğe sahip proteinler de BEVS’de üretilerek zirai mücadele çalışmalarında kullanılmaktadır (7, 77).
Baculovirus Genomuna Yabancı Genlerin Yerleştirilme Prensipleri
Baculovirus genomunun büyük (AcNPV, 128 kbp) olması, yabancı DNA’ları yerleştirmek
için bakteri veya maya vektörlerine benzer bir tarzda, restriksiyon enzimleri ve DNA ligaz
kullanılarak, direkt olarak çalışmada güçlükler yaratır.

polh genini oluşturan virüs genomu bölgeleri, bakteriyal plazmide yerleştirilerek Escherichia coli’de çoğaltılır. Daha sonra, polh geni restriksiyon enzimleri ve ekzonükleazlar kullanılarak elde edilir (49, 52, 53). Promotörün hemen aşağısında sadece bir restriksiyon enzimi yeri oluşturulması, yabancı DNA’nın yerleştirilmesini kolaylaştırır. Oluşturulan bu son
plazmid transfer vektörü (49) veya rekombinasyon vektörü (52) olarak adlandırılır ve çeşitli

Şekil 2.
1

2
Plazmid

İlgi Duyulan
Gen
RE

Baculovirus
ekspresyon
vektör sistemini (BEVS)
kullanarak
rekombinant
gen
ifadesi.

RE

3
Yapıştırma
4

6

5

Rekombinant
Transfer
Vektörü

Viral DNA
veya

Baculovirus
Polihedrin
Geni
7
Birlikte
Transfeksiyon

8
Böcek Hücresi

İn vivo
Rekombinasyon

9
10

Yavru Virüslerin
Transfekte Olmuş
Hücreden Salınımı
Rekombinant
Virüs Seçimi

Plak Saflaştırma

veya

Yavru Virüs ile
Enfekte Olmuş
Tek Tabak Hücre
Üzerinde Agaroz Jel

11

Sınırlı Seyreltme

255

Baculovirus’ün Ekspresyon Vektörü Olarak Biyoteknolojide Kullanılması

şekillerde düzenlenir. Böylece, transfer vektörü polh genine ait kodlayan bölgeden mahrum
fakat, rekombinasyon için gerekli olan askı bölgelerine sahip ve işaret geni taşıyan bir plazmiddir.
Şekil 2'de, ilgili bir ekzogen proteini ifade etmekte olan rekombinant AcNPV’nin üretimi, seçimi ve izolasyonu şematik olarak gösterilmektedir. Öncelikle, uygun promotör/
okuma zinciri/askı bölgelerini taşıyan bir transfer vektörü, kültür edilmiş böcek hücrelerine
ya yabani-tip virüs enfeksiyonu sonrası ya da yabani-tip virüs DNA’sıyla birlikte transfer edilir. Bu enfeksiyonun ürünleri transfer vektörü, viral DNA veya uygulanan yabani-tip virüse
bağlı olmak kaydıyla %0,1'den %50'ye kadar varan farklılıkta rekombinant virüs içerir.
Daha sonra ilgili rekombinant virüs ya 96-gözlü kaplarda (Costar) sınırlı seyreltme ya da 56 kez tekrar eden plak saflaştırma yöntemleriyle izole edilir.
Baculovirus Ekspresyon Vektör Sisteminin Avantajları
Tüm rekombinant proteinler için ideal bir gen ifade sistemi henüz geliştirilememiştir.
Gen ifadesinde kullanılan bakteriyal, plazmid, faj, viral ve YAC vektörlerinin herbiri, rekombinant protein yapısına ve onun kullanılış özelliğine uygunluk gösterir. Çoğu durumda
mükemmel bir yöntem olan baculovirus ekspresyon vektör sistemi (BEVS), diğerlerine göre
aşağıda belirtildiği gibi birçok avantaja sahiptir:
- Protein üretimi için ökaryotik bir ortam olması: BEVS’nin iyi bir ökaryotik ortam olması, biyolojik olarak aktif ökaryotik proteinlerin üretimi için oldukça önemlidir. Bu sistem
uygun katlanma, disülfit bağ oluşumu, oligomerizasyon ve/veya biyolojik olarak aktif olan
bazı proteinlere özgü olan post translasyonal modifikasyonları kontrol eder. Buna ilave olarak, bu sistemde sinyal parçalaması, proteolitik parçalama, N-glukolizasyon, O-glukolizasyon,
açilasyon, amidasyon, fosforilasyon ve karboksilasyon gibi post translasyonal değişiklikler de
olur.
- Çeşitli virüs gen ürünlerinin kullanılabilmesi: Virüs, hücre kültüründe virüs partiküllerinin üretiminin devamı için gerekli olmayan iki gen ürününe sahiptir (polihedrin ve
p10). Bu yüzden, bu ürünlere karşılık gelen genlerin kodlayan bölgeleri yerine üretilmek istenen proteini kodlayan yabancı genler yerleştirilebilir.
- Güçlü gen promotörlerinin olması: polh ve p10 genleri, enfekte olmuş hücrelerde proteinlerin fazla miktarda sentezlenmesini sağlayan, oldukça aktif, güçlü promotörlere sahiptirler. Diğer genler daha az aktif olmalarına rağmen bazı genlerin ifadelerinde kullanılırlar. Polihedrin proteini toplam viral proteinlerin %90'ndan fazlasını oluşturur. Bu güçlü
promotörün (polh) kullanılmasıyla toplam hücresel proteinin %25-%50 oranında ifadesi
(109 hücre/1 litre kültürden 1 g protein) mümkün olmaktadır.
- Temporal faktörlerin olması: Virüse ait en geç gen promotörlerinin ifadesi hücrelerde
enfeksiyon yapabilen virüs oluşumundan sonra meydana geldiği için bir sitotoksik protein
sentezlenmiş ise bu protein, virüs replikasyonunu etkilemez.
- Olgunlaşmamış genlerin (örneğin, cDNA’lar) yüksek oranda ifade edilmesi: Tanımlanmış
baculovirus en geç genleri olgunlaşmamış olup yüksek oranda ifade edilirler. Bu nedenle ba256
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culovirusler, izole edilen cDNA’ları ifade etmek için uygundurlar. İntron içeren genlerin yüksek miktarda ifadesi için cDNA kullanmak daha fazla üstünlükler sağlar. Bununla birlikte,
BEVS’nin bazı olgunlaşma işlevlerini yerine getirdiği tespit edilmiştir (78).
- İnsertin büyüklüğü: Baculovirus genleri çeşitli büyüklüklere sahiptir (88-200 kbp). Normal replikasyon ve DNA paketlenmesini etkilemeksizin büyük miktarda (100 kbp veya daha
fazla) yabancı DNA virüse yerleştirilebilir. Aynı zamanda, gen sayısı da birden fazla olabilir.
- 27ºC’de gen ifadesi: Baculovirusler 27ºC’de üretilirler. Bu sıcaklık 37ºC’de kültür edilen
hayvan hücrelerine ait ısı-duyarlı mutantlar için üretken bir ortamdır. Bu yüzden, BEVS bir
genin ısı duyarlı alleli tarafından kodlanan aktif bir proteini büyük oranda üretmek için kullanılabilir. Bu durum vektörün 37ºC’de üretildiği ortamlarda mümkün değildir (79).
- Teknoloji basitliği: Baculovirusler replikasyonları için yardımcı virüslere ihtiyaç duymadıklarından kullanılışları nispeten kolaydır. Rekombinant baculovirus oluşturulması, yüksek
gen ifade özelliğine sahip bir ökaryotik rekombinant hücre suşu üretmekten çok daha kolaydır.
- Güvenilir olması: Baculoviruslerin replikasyonu sadece omurgasızlarda gerçekleşir. Bu
yüzden, sistemin kullanıcılarına karşı herhangi bir riski yoktur.
- Aşırı üretim: Böcek hücreleri in vitro sistemlerde geniş hacimde protein üretmeye uygundur.

Sonuç
Baculoviruslerin biyoteknolojide ekspresyon vektörü olarak kullanılmaları, çeşitli biyolojik
özelliklere sahip proteinlerin sentezi bakımından biyoteknologların başvurdukları bir yoldur.
Bu sayede özellikle tıbbi, ekonomik ve öndüstriyel açıdan önemli, çeşitli viral, fungal, bakteriyal, bitkisel ve hayvansal proteinler bu sistemde üretilip insanlığın hizmetine sunulmaktadır. Ayrıca, yine BEVS sayesinde yeni aşı ve ilaçlar keşfedilmiştir. Çeşitli bitkisel
proteinler de bol miktarda üretilerek besin maddesi olarak kullanılmaktadır. Yine yüksek
oranda üretilen çeşitli toksinler de zirai mücadelede kullanılmakta ve daha fazla ürün alınarak ekonomik katkı sağlanmaktadır. Baculoviruslerin diğer ekspresyon vektörlerine göre
sahip oldukları üstünlükler, bunları biyoteknolojinin merkezi haline getirmiştir. Sahip oldukları üstünlükler günümüzde biyoteknolojik yöntemlerle daha da geliştirilip, kullanıma sunulmaya devam etmektedir.
Baculovirusler ile ilgili önemli bir durum ise baculovirus sayesinde sağlanan katkıların
henüz başlangıç aşamasında olması ve bu yüzden, bu teknolojinin gelecekte büyük istikbal
vadetmesidir.
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